外周T细胞淋巴瘤（peripheral T-cell lymphoma, PTCL）是一组侵袭性强、异质性高的非霍奇金淋巴瘤，亚洲人群的发病率显著高于欧美[@b1]--[@b2]。PTCL起源于胸腺后（或成熟）T细胞，为一类异质性肿瘤[@b3]。目前分型体系仍主要依赖临床表现与细胞形态学，体现了PTCL研究领域的局限性，即分子层面的致病机制研究有待深入，肿瘤细胞来源有待进一步探索。目前PTCL尚缺乏公认的化疗方案，对传统CHOP方案等应答效果差，患者总体预后不佳，5年总生存（OS）率尚不足20%[@b4]。在NCCN指南中，除ALK阳性间变大细胞淋巴瘤（ALK^+^ ALCL）外，PTCL的治疗首推临床试验[@b5]。研究者与临床医师也将目光投向了新兴的生物治疗领域，如生物单抗Brentuximab[@b6]、免疫调节药物Lenalidomide[@b7]、表观遗传学调控药物Romidepsin[@b8]、抗代谢药物Pralatrexate[@b9]等。转录因子T-bet（亦称为Tbx21）为1型T辅助细胞（Th1）的关键调控因子，对于Th1的分化至关重要[@b10]。在成熟NK细胞和T细胞中，T-bet表达与细胞毒性细胞因子表达相关[@b11]。本研究中我们观察PTCL患者肿瘤细胞中T-bet的表达水平并分析其与预后和临床特征的相关性，旨在寻找新的药物靶点，以延长患者生存，提高生存质量。

病例和方法 {#s1}
==========

1．研究对象：纳入2007年1月1日至2013年12月31日经我院病理科诊断为PTCL的患者。入选标准：年龄\>19岁、病案资料和个人信息完整、经福尔马林固定石蜡包埋的组织标本充足、尚未接受正规化疗者。排除标准：经复核后与原诊断不一致、艾滋病抗体（HIV-Ab）阳性、无法获得预后数据者。

2．免疫组化染色：T-bet兔IgG单克隆抗体为美国Abcam公司产品（抗体批号：Ab150440），抗原决定簇：N末端氨基酸，工作浓度为1∶50。对福尔马林固定、石蜡包埋的肿瘤组织标本进行切片和常规脱蜡处理，抗原修复方法选择高压修复。结果判断：两位病理科专业医师在不知晓临床预后信息的情况下进行独立判读，有分歧的标本由两位医师在双头显微镜下进行复议。阳性细胞比例10%\~\<30%定义为弱阳性（＋），阳性细胞比例≥30％定义为强阳性（++）。

3．采用荧光原位杂交技术和荧光定量PCR方法检测EBV表达：EBV表达阳性定义：①肿瘤组织切片EBER原位杂交阳性；②EBER原位杂交阴性者外用血EBV-DNA拷贝数\>10 000/ml。

4．统计学处理：应用SPSS 17.0软件进行统计学分析。OS期定义为第一次正式化疗到死亡或末次随访之间的时间。随访方式包括门诊随访和电话随访。在末次随访时仍然存活的患者为删失数据。采用Kaplan-Meier法进行生存曲线绘制。应用双侧检验的Log-rank法对不同组间生存函数的差异进行分析。应用Pearson卡方检验分析EBV表达和T-bet表达的相关性。如R×C列联表理论数T\<5的格子数大于总格子数的25%，则用Fisher精确概率法。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．病例资料：入选的109例PTCL患者中，男75例，女34例，中位年龄为46 (13\~79）岁，\>60岁29例（26.6%）。病程中出现B症状90例（82.6%），血LDH升高68例（62.4%），美国东部肿瘤合作组（ECOG）评分\>1分50例（45.9%），结外器官受累\>1个57例（52.3%），骨髓受累25例（22.9%）。Ann Arbor分期：Ⅰ期1例（0.9%），Ⅱ期5例（4.6%），Ⅲ期23例（21.1%），Ⅳ期80例（73.4%）；IPI评分\>2分（高中危＋高危）65例（59.6%）。应用CHOP（环磷酰胺、长春地辛、表柔比星、泼尼松）方案治疗42例（38.5%）。所有患者的治疗均符合2010年版NCCN非霍奇金淋巴瘤临床实践指南。

2．T-bet在不同病理亚型PTCL中的表达：T-bet在肿瘤细胞中定位于细胞核，染色强度在淡黄色至褐色不等（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。在109例PTCL患者中，T-bet染色阴性63例（57.8%），弱阳性35例（32.1%），强阳性11例（10.1%）。

![采用免疫组化染色法检查外周T细胞淋巴瘤患者肿瘤组织中转录因子T-bet的表达\
A：肿瘤组织中T-bet 表达阴性；B：肿瘤组织中10%\~\<30%的肿瘤细胞被染色，为弱阳性（+）表达；C：肿瘤组织中≥30%的肿瘤细胞被染色，为强阳性（++）表达](cjh-37-09-779-g001){#figure1}

对几类构成比较高的PTCL进行病理亚型分层分析，结果详见[表1](#t01){ref-type="table"}。结果显示PTCL非特指型（PTCL-NOS）患者组T-bet阳性率为43.3%（26/60）；NK-T细胞淋巴瘤（NKT）患者组为44.4 (8/18）。

###### T-bet在不同亚型外周T细胞淋巴瘤患者中的表达分布\[例（%）\]

  病理亚型      例数   阴性表达     弱阳性表达   强阳性表达
  ------------- ------ ------------ ------------ ------------
  PTCL-NOS      60     34（56.7）   21（35.0）   5（8.3）
  NKT           18     10（55.6）   4（22.2）    4（22.2）
  AITL          11     8（72.7）    3（27.3）    0
  ALK^+^ ALCL   4      2（50.0）    2（50.0）    0
  ALK^−^ ALCL   4      2（50.0）    1（25.0）    1（25.0）
  其他          12     7（58.3）    4（33.3）    1（8.3）
                                                 
  合计          109    63（57.8）   35（32.1）   11（10.1）

注：PTCL-NOS：外周T细胞淋巴瘤非特指型；NKT：NK-T细胞淋巴瘤；AITL：血管免疫母细胞性T细胞淋巴瘤；ALK^+^ ALCL: ALK阳性间变大细胞淋巴瘤；ALK^−^ ALCL：ALK阴性间变大细胞淋巴瘤；其他：包括肠病相关T细胞淋巴瘤、肝脾T细胞淋巴瘤、皮下脂膜炎样T细胞淋巴瘤、γδT细胞淋巴瘤、皮肤T细胞淋巴瘤

3．T-bet表达与预后相关性分析：选取T-bet为分组变量，绘制Kaplan-Meier曲线，对109例PTCL患者进行生存分析。结果显示，109例患者中T-bet阳性组与阴性组患者的中位OS期分别为482 d和668 d，差异无统计学意义（*P*=0.586）（[图2A](#figure2){ref-type="fig"}）。60例PTCL-NOS患者中T-bet阳性组与阴性组患者的中位OS期分别为482 d和819 d，差异无统计学意义（*P*=0.309）（[图2B](#figure2){ref-type="fig"}）。18例NKT患者中T-bet阳性组与阴性组患者的中位OS期分别为333 d和93 d，差异有统计学意义（*P*=0.004）（[图2C](#figure2){ref-type="fig"}）。

![T-bet表达对外周T细胞淋巴瘤（PTCL）患者总生存的影响\
A：109例PTCL患者的总生存曲线；B：60例PTCL非特指型患者的总生存曲线；C：18例NK-T细胞淋巴瘤患者的总生存曲线](cjh-37-09-779-g002){#figure2}

对可能影响患者OS的预后因素进行单因素分析，并对其中*P*\<0.05的因素纳入Cox比例风险模型进入多因素分析，结果详见[表2](#t02){ref-type="table"}。结果显示，出现B症状（*P*=0.007）、LDH升高（*P*=0.026）、ECOG评分≥ 2分（*P*\<0.001）、IPI评分\>2分（*P*=0.001）均为影响OS的预后不良因素，而ECOG评分≥2分是PTCL患者预后不良的唯一独立危险因素（*HR*=5.907，95%*CI* 2.399\~14.549，*P*\<0.001）。

###### 影响外周T细胞淋巴瘤患者总生存期的单因素和多因素分析

  影响因素                       单因素分析   多因素分析                   
  ------------------------------ ------------ ------------ --------------- -------
  年龄（\>60岁/≤60岁）           0.353                                     
  性别（男/女）                  0.337                                     
  B症状（有/无）                 0.007        0.877        0.317\~2.424    0.801
  LDH（升高/正常）               0.026        1.824        0.891\~3.736    0.100
  ECOG评分（≥2分/\<2分）         0.000        5.907        2.399\~14.549   0.000
  Ann Arbor分期（Ⅲ\~Ⅳ/Ⅰ\~Ⅱ期）   0.300                                     
  骨髓受累（有/无）              0.063                                     
  IPI评分（\>2分/≤2分）          0.001        0.641        0.263\~1.566    0.329
  Ki-67（\>70%/≤70%）            0.954                                     
  T-bet表达（阳性/阴性）         0.623                                     

注：B症状：发热、盗汗、体重减轻；LDH正常值：0\~250 U/L；ECOG评分：美国东部肿瘤合作组体能状态评分；IPI评分：国际预后指数评分系统

4．NKT患者中T-bet表达与EBV表达的相关性分析（[表3](#t03){ref-type="table"}）：18例NKT患者中T-bet阳性者8例，其中有5例（62.5%）EBV表达阳性；阴性者10例，其中有5例（50.0%）EBV表达阳性。应用Fisher精确概率法进行相关性分析，结果显示T-bet表达与EBV表达不存在相关性（*P*=0.660）。

###### NK-T细胞淋巴瘤患者T-bet表达与EBV表达的相关性分析（例）

  EBV表达   T-bet表达   *P*值   
  --------- ----------- ------- -------
  无        5           3       0.660
  有        5           5       

讨论 {#s3}
====

PTCL的临床表现多样，异质性强，部分病理亚型侵袭性极高（如NKT、肠病相关T细胞淋巴瘤、肝脾T细胞淋巴瘤[@b2]），大部分患者预后差，缺乏有效的化疗方案与靶向药物为PTCL目前的治疗困境。近年来，几项基于蛋白质组学与芯片技术的国际大数据研究首次筛选出若干影响PTCL患者OS期或无病生存期的蛋白分子[@b12]、microRNA[@b13]或基因点突变[@b14]。这些预后因素如能进一步在大规模患者群中被验证，将对探索PTCL恶性转化机制和研发新药均有重大指导意义。

转录因子T-bet作为Th1细胞的分化标志，在T细胞的分化中起到关键节点调节作用[@b15]；同时作为细胞毒性T与NK细胞终末成熟的主导转录调控因子，对于细胞毒相关细胞因子的分泌亦有调节作用[@b16]。2014年，Iqbal等[@b12]采用基因芯片技术对PTCL尝试进一步分型，发现PTCL-NOS可进一步划分为GATA3高表达组（33%）与T-bet高表达组（49%），T-bet高表达组患者的预后显著优于GATA3高表达组（*P*=0.010）。与Iqbal的大数据研究结论不一致，本研究中我们并未发现T-bet与PTCL患者的总体预后有相关性。考虑可能的原因为：①我们的研究例数较少，仅为109例，抽样偏倚有可能造成相关性未检出。②我们的研究着眼于T-bet在蛋白水平的表达，而Iqbal等的研究着眼于其在mRNA水平的表达，T-bet在翻译时可能发生其他方面的复杂调控，以致于其mRNA和蛋白表达水平不一致。③进一步挖掘文献[@b12]的数据，T-bet高表达组的总体基因表达谱与正常Th1细胞基因表达谱相关性比较低，且T-bet组内部似乎异质性依然较强，甚或能够区分出类似细胞毒性T细胞的表达谱亚群。提示Th1细胞来源或许不能仅仅依赖T-bet的表达区分，尚需结合其他免疫分化指标一起鉴别。

需要指出的是，不同病理亚型的PTCL患者之间预后差异较大。皮肤T细胞淋巴瘤患者的预后最佳，原发性皮肤间变大细胞淋巴瘤患者的5年OS率高达90%，皮下脂膜炎样T细胞淋巴瘤患者为64%。相比之下，肠病相关T细胞淋巴瘤和肝脾T细胞淋巴瘤患者预后极差，报道的5年OS率仅为20％和7%[@b17]。本研究中的109例患者包括多种病理亚型，不同病理亚型之间的OS异质性可能造成T-bet影响效应无法检出，需要进一步依据病理亚型进行分层研究。限于例数，本研究只对例数相对多的PTCL-NOS与NKT进行了分层研究。我们并没有发现PTCL-NOS与T-bet之间的关系，但发现T-bet为NKT患者的预后保护性因素。这与2012年Ren等[@b18]的研究结论相吻合，该课题组收集了50例NKT患者的肿瘤组织并进行免疫组化研究，发现T-bet高表达与NKT预后良好显著相关（*P*=0.031）。几项基础研究揭示了这一现象背后的可能机制。T-bet能够上调NK-T细胞系中的p53表达，进而使得肿瘤细胞对化疗药物反应更敏感[@b19]。EBV感染在NKT患者中也相对常见，这种病毒可以编码miR-BART20-5p，抑制T-bet翻译，进而在体内促进患者对传统细胞毒性化疗药物的抗药性。临床工作中确实观察到合并EBV感染的T细胞淋巴瘤与NKT患者预后不佳。我们在本研究中亦分析了NKT患者中T-bet表达与EBV表达的相关性，但并未发现两者相关。因NKT患者仅18例，限制了这一结论的可靠性。未来，我们期待能够增加NKT患者例数，在更大的人群中进一步确证T-bet的预后保护性效应，并且分析T-bet表达水平与EBV载量之间的相关性。

综上，转录因子T-bet在几类PTCL病理亚型患者中均有不同比例的阳性表达，其表达水平与NKT患者的OS期呈正相关。本研究并非独创性研究，而是在前人研究的基础上，在中国患者群中做的验证与拓展。在今后的工作中，我们希望能够在更大规模的NKT患者群中，前瞻性地验证T-bet与其预后的关系。我们希望看到这项研究在PTCL患者危险分层和新药研发中的转化应用，这才是转化医学的真谛。
